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(57) Abstract 

The invention concerns a multi-enzyme product with glucoamylase, proteolytic and xylanase activities, characterised in that it consists 
of wheat bran fermented with an Aspergillus niger strain, said enzymatic glucoamylase, proteolytic and xylanase activities being present 
in the following minimum values: glucoamylase activity: at least 100 UG per gram of dry matter, proteolytic activity: at least 100 UP 
per gram of dry matter, xylanase activity: at least 100 UX per gram of dry matter, provided that the glucoamylase activity is at least 750 
UG per gram of dry matter and/or the xylanase activity is at least 300 UX per gram of dry matter. The invention is useful for producing 
ethanol or monogastric animal feed. 

(57) Abrege' 

Produit multienzymatique presentant des activity glucoamylasique, proteolytique et xylanasique, caract6ris6 en ce qu'il est constitue" 
de son de ble" fermente' avec une souche A' Aspergillus niger, lesdites activites enzymatiques glucoamylasique, proteolytique et xynalasique 
6tant prdsentes aux valeurs minimales suivantes: glucoamylasique: au moins 100 UG par gramme de matiere seche; protdolytique: au 
moins 100 UP par gramme de matiere seche; xylanasique: au moins 100 UX par gramme de matiere seche; avec la condition que I'activitd 
glucoamylasique soit d'au moins 750 UG par gramme de matiere seche et/ou l'activit6 xylanasique soit d'au moins 300 UX par gramme 
de matiere seche. Utilisation dans la production d'6thanol ou d'aliments pour animaux monogastriques. 
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PRODUIT MULTEENZYMATIQUE A ACTIVITES GLUCOAMYLASIQUE, 
PROTEOLYTIQUE ET XYLANASIQUE ET PROCEDE POUR SA 
PRODUCTION PAR FERMENTATION A L'ETAT SOLIDE DE SON DE 
BLE AVEC ASPERGILLUS NIGER 
5 L'invention concerne un produit multienzymatique a activites 

glucoamylasique, proteolytique et xylanasique et procede pour sa 
production par fermentation a l'etat solide de son de ble avec Aspergillus 
niger. 

II est connu de produire de l'ethanol a partir d'amidon de mais par 

10 un procede enzymatique comprenant une etape de liquefaction de l'amidon 
par une alpha-amylase visant a hydrolyser l'amidon en dextrines, puis une 
etape de saccharification par une glucoamylase (appelee aussi amylo- 
glucosidase) visant a hydrolyser les dextrines en glucose, et enfin une 
etape de fermentation de ce dernier en ethanol. 

15 La mise en ceuvre des enzymes alpha-amylase et glucoamylase est 

generalement satisfaisante lorsqu'on part de laits d'amidon relativement 
purs obtenus par broyage par voie humide du mais, mais lorsqu'on desire 
substituer des amidons de ble ou des farines de ble a l'amidon de mais, on 
n'obtient pas de resultats satisfaisants avec ces deux seules enzymes en 

20 raison de la presence d'hemicelluloses qui accroissent la viscosite des mouts 
de farine saccharifies au point que cela cree un probleme pour l'execution 
du procede. II faut utiliser dans l'etape de saccharification des enzymes 
auxiliaires comme des ceUulases et des hemicellulases pour reduire la 
viscosite et remedier a ce probleme. Par ailleurs, il est souhaitable 

25 d'utihser egalement des proteases au cours de la saccharification afin 
d'hydrolyser les proteines de la farine et enrichir ainsi le mout en azote 
soluble en prevision de l'etape ulterieure de fermentation alcoolique. 
L'apport en source azotee necessaire a la croissance des levures 
traditionnellement effectue pendant cette fermentation peut ainsi etre 

30 reduit. 

Toutes ces enzymes sont individuellement disponibles dans le 
commerce sous forme purifiee, mais ont l'inconvenient d'etre relativement 
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onereuses et, done, de grever, par consequent, le cout de la production de 
l'ethanol de ble. En outre, il faut formuler des compositions a partir des 
enzymes individuelles, ce qui complique le procede. 

II existe done un besoin pour un produit multienzymatique, bon 
5 marche, combinant des activites glucoamylasique, proteolytique et hemi- 
cellulasique afin de pouvoir produire de l'ethanol a partir de farines de ble 
a un cout reduit. 

L'invention vise a satisfaire ce besoin. 

La presente invention concerne un produit multienzymatique 
10 presentant des activites glucoamylasique, proteolytique et xylanasique, 
caracterise en ce qu'il est constitue de son de ble fermente avec une souche 
d'Aspergillus niger, lesdites activites enzymatiques glucoamylasique, 
proteolytique et xylanasique etant presentes aux valeurs minimales 
suivantes : 

15 - glucoamylasique : au moins 100 UG par gramme de matiere seche, 

- proteolytique : au moins 100 UP par gramme de matiere seche, 

- xylanasique : au moins 100 UX par gramme de matiere seche, 

avec la condition que l'activite glucoamylasique soit d'au moins 750 UG par 
gramme de matiere seche et/ou l'activite xylanasique soit d'au moins 

20 300 UX par gramme de matiere seche. 

De preference, l'activite glucoamylasique est d'au moins 1 500 UG 
par gramme de matiere seche et/ou l'activite xylanasique est d'au moins 
400 UX par gramme de matiere seche. 

De preference egalement, l'activite proteolytique est d'au moins 

25 400 UP par gramme de matiere seche. 

L'invention concerne aussi un procede de production de ce produit 
multienzymatique caracterise en ce qu'il comprend les etapes consistant a 
(a) prendre du son de ble ; (b) a humidifier et traiter thermiquement ledit 
son de facon a le pasteuriser ou le steriliser ; (c) a inoculer le son de ble 

30 resultant par une souche d'Aspergillus niger ; (d) le son etant sous la forme 
d'une couche d'au moins 10 cm d'epaisseur, le faire fermenter a l'etat solide 
dans un reacteur aere et agite periodiquement pendant une periode de 1 a 
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3 jours, a une temperature de 28-38°C, de preference 32 a 36°C, ledit son 
etant regie a une teneur en humidite initiale de 50 a 60% en poids 
sensiblement maintenue pendant la duree de la fermentation, dans des 
conditions d'aeration propres a eviter une accumulation de dioxyde de 
5 carbone nuisible a la fermentation dans le reacteur et une elevation de la 
temperature due a la fermentation au-dela de la gamme indiquee, jusqu'a 
ce que le produit de fermentation presente les valeurs minimales suivantes 
d'activites enzymatiques : 

- glucoamylasique : au moins 100 UG par gramme de matiere seche 
10 - proteolytique : au moins 100 UP par gramme de matiere seche 

- xylanasique : au moins 100 UX par gramme de matiere seche, 

avec la condition que l'activite glucoamylasique soit d'au moins 750 UG par 

gramme de matiere seche et/ou l'activite xylanasique soit d'au moins 

300 UX par gramme de matiere seche. 
15 De preference, l'activite glucoamylasique est d'au moins 1 500 UG 

par gramme de matiere seche et/ou l'activite xylanasique est d'au moins 

400 UX par gramme de matiere seche. 

De preference egalement, l'activite proteolytique est d'au moins 

400 UP par gramme de matiere seche. 
20 De preference, la souche d'Aspergillus niger est choisie parmi la 

souche NRRL 3112, la souche ATCC 76061 et les souches obtenues a partir 

desdites souches par selection ou mutation lorsqu'on recherche une activite 

glucoamylasique elevee. La souche ATCC 76061 est particulierement 

preferee. 

25 Lorsqu'on recherche une activite glucoamylasique elevee, le son de 

ble utilise comme matiere de depart doit etre un son non desamidonne. A 
part cette restriction on peut utiliser un son quelconque. De preference, 
toutefois, le son comporte une proportion significative (au moins 40% en 
poids) de particules inferieures a 1 mm. 

30 On donne ci-apres, a titre illustratif et non limitatif, les 

caracteristiques de deux sons convenables. 
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Caracteristiq ues Son A Son B 

Humidite (%) 12,3 19,5 

Teneur en proteines (% MH*) 13,8 14,8 

Teneur en amidon (% MH*) 24,6 21,3 

Granulometrie 

>1,25 mm 53,9 0,7 

entre 1,0 et 1,25 mm 8,1 1,3 

entre 0,5 et 1,0 mm 33,3 68,2 

entre 0,25 et 0,5 mm 3,7 24,6 

entre 0,16 et 0,25 mm 0,3 2,6 

< 0,16 mm 0,7 2,6 
%MH = % par rapport a la matiere humide. 



Le son de ble doit etre humidifie et traite thermiquement en vue de 
le pasteuriser ou le steriliser. II est avantageux que le traitement 
thermique ne precede pas rhumidification, car on a observe des resultats 
5 de fermentation mediocres dans le cas ou on traite thermiquement le son 
avant de rhumidifier. Le traitement thermique peut consister en un 
chauffage par exemple dans un autoclave. Un traitement en autoclave de 
20 mn a 120-121°C s'est avere tres satisfaisant, mais des conditions moins 
severes (pasteurisation a 105°C, pendant 15 mn dans une etuve) 
10 conviennent aussi. II est possible egalement d'operer le traitement 
thermique du son en y injectant de la vapeur d'eau, ce qui peut permettre 
d'operer simultanement rhumidification du son. 

Avantageusement, on peut regler le pH lors de rhumidification 
dans la gamme de 4 a 5,5 afin d'ameliorer l'effet pasteurisant du 
15 traitement thermique et le demarrage de la fermentation souhaitee. 

Outre sa fonction de sterilisation, le traitement thermique a pour 
effet de favoriser la gelatinisation de l'amidon contenu dans le son de ble et, 
done la disponibilite de ce substrat pour le champignon Aspergillus niger, 
ce qui permet des fermentations plus efficaces. 
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L'humidification du son est importante car la teneur en eau influe 
sur la performance de la fermentation. La teneur en eau initiale du son est 
reglee initialement a 50-60%, de preference 50-55%, de la masse totale du 
son et de l'eau et on la maintient sensiblement dans cet intervalle pendant 
5 la fermentation, par exemple en procedant periodiquement a des apports 
d'eau pour compenser la perte en eau du milieu. L'expression 
"sensiblement maintenue" veut dire qu'il est tolerable que le taux 
d'humidite prenne une valeur s'ecartant un peu (± 5 unites %) de 
l'intervalle de 50-60% pendant une relativement breve periode entre deux 

10 ajustements successifs du taux d'humidite ou en fin de fermentation. II est 
avantageux, en tout cas, de ne pas descendre en dessous d'un taux 
d'humidite de 45%. Le taux d'humidite du milieu de culture tend a baisser 
au cours de la culture par evaporation sous l'effet de l'augmentation de 
temperature generee par la croissance fongique, ledit milieu etant un 

15 mauvais conducteur de la chaleur. La quahte de l'eau utilisee joue aussi 
un role non negligeable. On peut utiliser une eau courante de bonne quahte 
ou de l'eau distill6e. 

L'inoculation du son de ble peut se pratiquer avec tout inoculum 
approprie. L'homme du metier connait de multiples facons de preparer un 

20 inoculum convenable a partir d'une souche selectionnee. La dose 
d'inoculation est avantageusement d'au moins 1 x 10 7 spores/gramme de 
matiere seche initiale. 

La fermentation peut etre conduite dans tout reacteur approprie. 
Des exemples de reacteur utilisable sont ceux decrits dans l'article de A. 

25 DURAND et Coll. publie dans Agro-Food-Industry Hi-Tech (Mai-Juin 1997, 
pages 39-42). 

La fermentation peut etre conduite pendant une periode de 1 a 3 
jours, de preference de 30 a 60 heures. En dessous de 1 jour, la 
fermentation est par trop incomplete. Au bout de 3 jours la fermentation 
30 est achevee ou quasiment achevee de sorte qu'il serait non economique de 
la prolonger davantage. La temperature du milieu est typiquement 
maintenue entre 28 et 38°C, de preference entre 32 et 36°C, ce qui 
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correspond au domaine d'activite optimum connu des souches ^Aspergillus 
niger a utiliser dans l'invention. Avantageusement, a cette fin, la 
temperature de l'air est reglee a 34-38°C pendant les premieres heures de 
la fermentation pour favoriser la germination des spores, puis reduite a 28- 
5 32°C pour le reste de la fermentation pour contribuer a la regulation de la 
temperature du milieu. 

Le pH du milieu de fermentation n'est pas regule habituellement. Si 
sa valeur de depart est voisine de 6,0-6,4, le pH baisse a 3,8-4,2, au cours 
de la culture, puis remonte a la fin. Ce retour est generalement correle avec 
10 la phase de sporulation du champignon. Le suivi de revolution du pH 
constitue un bon indicateur de l'etat de la culture. 

Le fermenteur doit etre aere, de preference en continu, afin 
d'apporter l'oxygene necessaire a la fermentation et eviter l'accumulation 
excessive de dioxyde de carbone produit par la fermentation. En outre, 
15 l'aeration participe au controle de la temperature et de l'humidite du 
milieu de culture. L'air sera, de preference, sensiblement sature en eau 
pour limiter la tendance a l'assechement du milieu. II est difficile de donner 
des indications quantitatives sur le debit d'aeration, car de multiples 
variables, en particulier la taille et la geometrie du reacteur, la quantite du 
20 son chargee, etc...., interviennent. De simples essais de routine 
permettront, toutefois, a l'homme de l'art de determiner aisement un debit 
d'aeration convenable dans chaque cas pratique. 

La charge de son dans le fermenteur doit etre periodiquement 
ajoutee a l'aide des moyens d'agitation, tels que des bras agitateurs, des 
25 lames ou spatules, ou des vis sans fin au cours de la fermentation en vue 
d'eviter la formation de masses impermeables et afin que l'aeration 
interesse de la facon la plus homogene possible toute la masse de son. II 
faut, toutefois, eviter une agitation trop vigoureuse qui pourrait nuire au 
champignon. 

30 Le produit de l'invention est un produit solide qui est utile 

notamment pour la production d'ethanol a partir du ble . II peut etre 
directement ajoute a l'amidon liquefie (dextrines) obtenu dans l'etape de 
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liquefaction, afin de proceder a la saccharification. Pour cette application, 
c'est l'activite glucoamylasique qui est le facteur le plus important. On 
utilisera done, de preference un produit de l'invention ayant une activite 
glucoamylasique, par exemple d'au moins 750 UG, de preference d'au 
5 moins 1500 UG par gramme de matiere seche. 

Une autre utilisation possible du produit de l'invention concerne la 
production d'aliments pour animaux monogastriques, par exemple la 
volaille et les pores, a base de ble. Dans cette application, c'est l'activite 
xylanasique qui constitue le facteur le plus important. On utilisera done, de 
10 preference, dans cette application, un produit ayant une activite 
xylanasique elevee, par exemple d'au moins 400 UX par gramme de 
matiere seche. 

Le produit de l'invention peut etre seche ou congele en vue de sa 
conservation, si desire. 
15 Le sechage doit etre realise a une temperature moderee pour ne pas 

affecter l'activite enzymatique. Un chauffage en etuve a 40°C s'est revele 
approprie, par exemple. La congelation, de son cote, peut etre realisee sur 
le produit humide a basse temperature, par exemple a -20°C. 

Dans les exemples, les diverses activites enzymatiques ont ete 
20 mesurees par les methodes suivantes : 
a) Activite glucoamylasique 

L'action d'une preparation de glucoamylase (GA) sur une solution 
d'amidon entraine la liberation de sucres reducteurs. Chauffes a 100°C en 
presence d'acide 3,5-dinitrosalicybique (DNS), ces compositions prennent 
25 une couleur brune mesuree au spectrophotometre (Kontron Instruments, 
Milan, Italie) a 540 nm. 

Le milieu reactionnel contient 

• Solution d'amidon 1 % : 500 ul 

• Tampon citrate 0,1 a pH 4,5 450 ul 
30 • Solution enzymatique : 50 ul 

La reaction se deroule pendant 30 min. a 60°C (55°C pour les GA 
d'A.orizae). Des prelevements sont realises toutes les 5 min., melanges avec 
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du DNS et places dans un bain glace. lis sont ensuite chauffes 5 min. a 
100°C, refroidis rapidement puis doses a 540 nm. 

Nous avons etabli ces conditions de dosage apres avoir etudie 
l'influence de la temperature et du pH sur l'activite de nos preparations de 
5 GA. De l'amidon soluble Merck (Darmstadt, Allemagne) a ete employe 
comme substrat de cette hydrolyse enzymatique. Le DNS est prepare selon 
le protocole propose par P. Bernfeld, Methods in enzymology, 1, 149-158 
(1955) qui est le suivant : 

=> Dissoudre prealablement : 
10 * 10 gd'acide 3,5-dinitrosalicybque, 

* 200 ml de soude 2 molaires 

* 200 ml d'eau distillee. 
=> Ajouter ensuite : 

* 300 g de tartrate double de sodium potassium. 
15 => Completer le volume a 1 litre avec de l'eau distillee apres 

dissolution totale : 
Une fois prepare, ce reactif doit etre conserve a l'abri de la lumiere. 
Les courbes d'etalonnage ont ete etabhes avec du glucose comme produit de 
reference pour le dosage de l'activite glucoamylase ou pour le suivi des 
20 reactions de liquefaction- saccharification, et avec du xylose pour mesurer 
l'activite xylanase. 

Une unite d'activite glucoamylase (UG) correspond a la quantite 
d'enzyme necessaire a la liberation d'une micromole d'extremites 
reductrices par minute dans les conditions du dosage avec le glucose 
25 comme reference. L'activite glucoamylase, calculee a l'aide de la formule 
indiquee ci-dessous, est rapportee a la quantite de matiere seche intiale 
(MSI) : 

A = (P/Venz)*(Vferm/Mferm) 

* A correspond a l'activite GA exprimee en UG.gMSI 1 (umol.min-i.gMSr 1 ), 
30 * P correspond a la vitesse de liberation d'equivalents glucose en jxmol.min 1 , 

* Venz represente le volume de la solution d'enzymes dosee en ml, 
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* Vferm est le volume total d'eau distillee utilise pour extraire la solution 
d'enzymes en ml, 

*Mferm, exprimee en g de MSI, correspond a la masse initiale de produit 
sec dont a ete extraite la solution d'enzymes. 
5 b) Activite protease 

Ce dosage a ete mis au point sur de l'azocaseine selon la methode de 
Beinon, decrite dans l'ouvrage "Proteins Purification Methods - a Practical 
Approach", Harris E.L.V. et Angal, S (Editeurs), IRL-Press, Oxford 
University Press, 1-66 (1989). La degradation de ce substrat par des 
10 proteases entraine la liberation de groupements azo qui absorbent dans 
l'UV a 340 nm. L'evolution de l'absorbance pendant la cinetique 
d'hydrolyse de cette proteine indique l'importance de la reaction. 



L'azocaseine (Sigma, Saint-Louis, Etats-Unis) est dissoute dans un 
tampon acetate 0,1 M a pH 5,0. On a dose les activites proteases a ce pH 
car l'azocaseine est insoluble dans le tampon acetate a des pH inferieurs. 
La reaction enzymatique est realisee a 60°C. Des prelevements sont 

20 realises toutes les 5 min. pendant 20 min. et melanges avec de l'acide 
trichloroacetique (TCA) a 5 % pour stopper la reaction. 

Une unite d'activite protease (UP) correspond a la quantite 
d'enzymes necessaire a l'augmentation de 0,01 unite A340nm par minute, 
generee par la liberation de groupes azo dans les conditions citees 

25 precedemment. Cette activite, calculee d'apres la formule indiquee ci- 
dessous, est rapportee a la matiere seche initiale (UP.G 1 MSI) ou l'activite 
glucoamylase (UP.UG 1 ) : 



* A correspond a l'activite protease exprimee en UP.gMSI 1 , 
30 * P correspond a la vitesse de liberation des groupements azo exprimee en 
augmentation de 0,01 unite Aa^nm.min 1 , 



Le milieu reactionnel contient : 



15 



* Solution d'azocaseine a 1 %, pH 5,0 : 

* Solution enzymatique : 



1000 fil 
200 fil 



A = (P/Venz)*(Vferm/Mferm) 
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* Venz represente le volume de la solution d'enzymes dosee en ml, 

* Vferm est le volume total d'eau distillee utilise pour extraire la solution 
d'enzymes en ml, 

*Mferm, exprimee en g de MSI, correspond a la masse initiale de produit 
5 sec dont a ete extraite la solution d'enzymes. 
c) Activite xylanase 

Pour mettre en evidence cette activite enzymatique, on a fait agir les 
preparations de GA sur une solution de xylane soluble et on a mesure les 
sucres reducteurs liberes par la methode au DNS. 
10 Le milieu reactionnel est compose de : 

* Solution de xylane a 1 %, pH 4,5 : 900 ul 

* Solution enzymatique : 100 ^il 

La solution de xylane de meleze (Sigma a 1 % est preparee dans du 
tampon citrate a pH 4,5 et la reaction se deroule a 60°C. Des prelevements 

15 sont effectues toutes les 5 min. pendant 20 min., melanges avec du DNS et 
place dans un bain glace. lis sont ensuite doses selon un protocole 
identique a celui expose pour la mesure des activites GA avec le xylose 
comme reference. 

Une unite d'activite xylanase (UX) correspond a la quantite 

20 d'enzymes necessaire a la liberation d'une micromole de sucres reducteurs 
par minute. Cette activite est rapportee a la matiere seche initiale (UX-g -1 
MSI) ou a l'activite glucoamylase (UX.UG 1 ). Pour calculer cette activite, 
nous avons repris la formule definie pour le caclul des activites GA dans 
laquelle : 

25 * A correspond a l'activite xylanase exprimee en UX.gMSI 1 
^mol.min.-i.gMSI 1 ), 

* P correspond a la vitesse de liberation d'equivalents xylose en 
limol.min 1 , 

* Les autres termes de la formule ne sont pas modifies. 

30 Les exemples non limitatifs suivants sont donnes en vue d'illustrer 

l'invention 
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EXEMPLE 1 - Selection de souches ({'Aspergillus 

On a etudie de facon comparative l'aptitude de sept souches 
differentes ^Aspergillus disponibles dans le commerce a produire de la 
glucoamylase par fermentation en milieu solide de son de ble. 
5 Les essais ont ete effectues sur 50 g de milieu de fermentation dans 

une Sole d'Erlenmeyer. Le milieu etait constitue de 21,5 g de son de ble, de 
27,5 g d'eau, et de 1 g d'amidon de ble. Le pH initial du milieu etait de 6,0- 
6,5. Le milieu a ete sterilise pendant 20 min dans un autoclave a 120°C. 

On a inocule chaque milieu avec 2.10 7 spores de la souche a tester 

10 par gramme de matiere seche initiale. L'age des spores etait de 3 jours. On 
a laisse la fermentation se derouler pendant 40 ou 50 heures, les fioles 
d'Erlenmeyer etant placees dans une etuve a 35°C. A la fin de la 
fermentation on a melange le milieu fermente avec 150 ml d'eau distillee 
afin de mettre les enzymes produites en solution, puis on a filtre pour 

15 recuperer la solution enzymatique. On a centrifuge la solution pour 
eliminer les spores et particules residuelles, puis on a conditional la 
solution en flacons de 100 ml que Ton a conservee a -20°C jusqu'a l'analyse 
de l'activite glucoamylasique. 

Les souches testees et les resultats obtenus sont recapitules dans le 

20 Tableau 1 suivaht : 



Ref. souches de collections 


Duree de la FMS 
(h) 


Ac. GA 
(UG.g-1 MSI) 


A. niger ATCC 76060 


50 


627 


A. niger ATCC 76061 


50 


943 


A. niger MUCL 28815 


40 


710 


A. niger MUCL 28816 


40 


631 


A. niger NRRL 3112 


50 


1056 


A. oryzae ATCC 22788 


50 


903 


A. oryzae ATCC 42149 


50 


861 
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On voit que les souches A niger NRRL 3112, A. niger ATCC 76061 et A 
oryzae ATCC 226788 ont les meilleures activates en terme de production de 
glucoamylase. 

Une autre propriete importante a prendre en consideration, 
5 toutefois, est la stabilite de la glucoamylase produite. On a done procede a 
des essais de thermostability en effectuant des traitements thermiques des 
solutions enzymatiques a 55 et 60° C pendant 30 min et en mesurant 
l'activite de la glucoamylase au bout de ce temps. Ces traitements se 
rapprochent des conditions d'utilisation pour la saccharification de 

10 l'amidon. II a ete trouve que les souches A niger ATCC 76061 et A. niger 
NRRL 3112 donnaient les glucoamylases les plus stables (100% d'activite 
residuelle apres 30 min a 55°C et environ 50% d'activite residuelle apres 30 
min a 60°C) alors que les souches A oryzae ATCC 22788 et ATCC 42149 
donnaient des glucoamylases ayant 0% d'activite residuelle apres 30 min a 

15 60°C et 46% d'activite residuelle apres 30 min a 55°C. Ceci nous a done 
conduit a selectionner les souches ATCC 76061 et NRRL 3112 de A. niger. 
Par ailleurs la souche A niger NRRL 3112 s'est averee etre genetiquement 
assez instable (perte d'activite apres queiques cycles reproductifs) de sorte 
que la souche la plus preferee est la souche ATCC 76061 de A. niger. C'est 

20 cette souche qui a done ete utilisee dans les exemples suivants . 

EXEMPLE 2 - Production de glucoamylases en cuves pilotes fournies par 
1' INRA de 50 1 non steriles : importance du pretraitement du son de ble. 

Les essais ont ete realises avec un fermenteur non-sterile de 50 1 
conforme a celui decrit dans l'article de A. DURAND et collaborateurs 

25 precite (Figure 1) et du son de ble BCE (fourni par la distillerie Brie 
Champagne Ethanol, Provins, France). Deux modes de preparation du son 
ont ete mis en oeuvre pour obtenir 5 kg milieu de culture a 55% 
d'humidite : 

• son sec : le son est autoclave 1 h a 105°C puis melange a de l'eau (essai 
30 F4C3) ; 
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• son humide : le son est humidifie a 45% dans un petrin et autoclave 20 
min. a 121°C (essai F4C4). 

Dans les deux cas, on effectue une inoculation avec 2.10 7 spores.g- 1 
MS et on regie la teneur en eau des milieux a environ 55%. lis sont ensuite 
5 fermentes sur 10 cm de hauteur de couche dans des cuves aerees. Au cours 
de ces cultures, le milieu est strie par intermittence a l'aide d'une spatule 
pour reduire sa temperature. Pendant la fermentation, l'atmosphere est 
renouvelee en permanence par un air conditionne dont la temperature, 
l'humidite et le debit sont tels qu'indiques dans les Tableaux. 
10 Les resultats sont presentes dans les Tableaux 2 (essai F4C3) et 3 

(essai F4C4). 

Ces donnees permettent de degager plusieurs conclusions : 

- L'humidification du son de ble, prealablement au traitement 
thermique est necessaire a une production de glucoamylases efficace. Au- 

15 dela de la decontamination, le traitement thermique du son de ble favorise 
vraisemblablement la gelatinisation de 1'amidon ; 

- Le pH apparait comme un bon indicateur quahtatif de revolution 
de la croissance et de la production de GA fongiques, sans pour autant 
permettre d'estimer la quantite de GA obtenue : 

20 - Une legere agitation du milieu (striage) n'altere pas la production 

d'enzymes ; 

- L'evolution de la teneur en eau pendant ces deux fermentations 
indique un assechement considerable du milieu de culture qui pourrait etre 
prejudiciable a la croissance fongique. 

25 EXEMPLE 3 : Production de glucoamylases en fermenteur pilote fourni par 
la Societe FUJIWARA : importance du maintien de l'humidite du milieu au 
cours de la fermentation. 

Get essai a ete mis en ceuvre avec un fermenteur pilote vendu par la 
Societe FUJIWARA, Okayama, Japon, et du son de ble BCE. II differe 

30 notamment du fermenteur utilise dans l'exemple 2 par le diametre de la 
cuve qui est de 0,66 m contre 0,35 m pour les cuves INKA. Dans ce 
fermenteur, 20 kg de milieu a 55% d'eau prepares selon le mode son 
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humide decrit dans l'exemple 2 sont necessaires pour mettre en ceuvre une 
culture sur 12 cm d'epaisseur. L'agitation est assuree par trois vis sans fin 
verticales a rotation constante qui viennent mixer le milieu dans la cuve 
en rotation (5-10 min/tour). Au cours de la fermentation, comme pour les 
5 cuves INRA de l'exemple 2, l'atmosphere gazeuse est renouvelee en 
permanence par un air conditionne dont la temperature, l'humidite et le 
debit sont tels qu'indiques dans le Tableau 4. 

Au cours de cet essai appele FII, l'opportunite d'une regulation de 
l'humidite a ete etudiee. Des mesures ponctuelles de l'humidite de la 

10 culture, effectuees avec un appareil a infrarouge, et de la masse de milieu 
sont utilisees pour determiner la quantite d'eau a ajouter pour maintenir 
la teneur en eau du milieu au-dessus de 50%. 

Les resultats de cet essai FII sont reportes dans le Tableau 4. Les 
resultats obtenus appellent les commentaires suivants : 

15 - FII indique clairement que le maintien de la teneur en eau entre 50 

et 55% favorise la production d'enzymes avec 1600 UG/g MS liberees apres 
44 h de fermentation, soit plus du double de l'activite obtenue au cours de 
l'essai F4C2 de l'exemple 2 qui n'avait pas beneficie de cette regulation ; 

- la stabilisation de la production d'enzymes des 44 h de culture 
20 correlee a l'apparition de spores fongiques montre qu'il n'est pas necessaire 

de poursuivre la culture au-dela de cette phase ; 

- une regulation satisfaisante de la temperature du milieu autour 
de 35°C peut etre obtenue par une bonne combinaison du conditionnement 
de l'air et de l'agitation du milieu ; 

25 - la culture supporte sans dommages le brassage intermittent mis en 

ceuvre par le systeme d'agitation du fermenteur FUJIWARA. 
EXEMPLE 4 : Production de glucoamylases en fermenteur pilote INRA 
agite de 50 1 : utilite d'un pretraitement thermique du son a la vapeur et 
d'une culture en "conditions steriles". 

30 Ce fermenteur pilote est semblable a celui presente dans WO-A- 

94 18306 et sur la figure 4 de l'article de A. DURAND et Collaborateurs 
precite. Cet outil permet de traiter le son a la vapeur directement dans le 
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fermenteur, mode de preparation prefere a l'echelle industrielle. La culture 
est egalement preparee, inoculee et realisee en conditions steriles a 
l'exception des prelevements, ce qui confere une semi-sterilite a cet essai et 
differe des deux precedents exemples. 
5 A) Conditions experimentales 

9 kg de son BCE sont introduits dans le fermenteur, pre-humidifies 
par 1,5 1 d'eau, puis sterilises en place 20 minutes a 121°C, avec une 
agitation periodique de 5 secondes toutes les 5 minutes. Ce traitement 
permet d'atteindre un taux d'humidite de 46%, ajuste ensuite a 55% lors de 
10 l'inoculation. 

Le son est inocule par une preparation de type koji : 

180 g de son BCE (55% d'humidite initiate) fermentes 4 jours a 35°C 
sont melanges a 3 litres d'eau sterilisee de facon a obtenir une 
suspension de spores qui constitue l'inoculum. 
15 Les conditions initiales de la fermentation sont les suivantes : 

18,3 kg de culture a 55% d'humidite et un pH initial de 5,7 ; 

40 cm de hauteur de couche ; 

Debit d'aeration : 314 Limn 1 ; 

Tair d'entree '. 35°C: 

20 Humidite relative de l'air a l'entree : 95%. 

B) Suivi de la fermentation 

Outre la mesure du pH, de la temperature du milieu, du pourcentage 
de matiere seche et de la production de GA, revolution de la masse de la 
culture est enregistree en continu sur le fermenteur de 50 1 agite, tandis 
25 que, pour le reacteur non sterile, des pesees de la culture sont effectuees a 
21 h et a 42 h de fermentation. 

Ces mesures de la masse presentent un double interet : 
Maintien de l'humidite au cours de la culture par estimation du 
pourcentage de MS . 

30 Pendant la fermentation deux phenomenes contribuent a la 

diminution de la masse de la culture, il s'agit : 
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- de l'assechement du milieu d'une part que Ton desire compenser 
par un apport d'eau, 

- de la perte de matiere seche d'autre part, liee a la croissance du 
champignon. 

5 Cette perte de matiere seche n'est pas negligeable, 20% de MS etant 

perdus en 40 h de culture, soit 0,5% de MS par heure si Ton fait 
l'approximation d'une perte lineaire. 

A partir de la, connaissant a chaque instant la masse de la culture 
(M(t)), il est possible d'en deduire le pourcentage de MS theorique au temps 
10 t, par la relation : 

MSI (MSI. 0,5%).t 

% MS theorique (t) = ou MSI est la quantite de matiere 

M (t ) 

15 seche initiale. 

Lorsque ce % MS ainsi calcule depasse 50%, une addition d'eau 
sterilisee est effectuee de facon a ramener ce pourcentage a 45%. 
Expressions des resultats par gramme de MS initiale . 

Les evolutions de la masse et celles du pourcentage de MS mesure 
20 permettent de calculer la perte de matiere seche reelle (Pms exprimee en %) 
au cours de la culture. Ainsi, la quantite de GA exprimee jusque la en 
UG.g- 1 MS peut etre exprimee en UG.g- 1 MS initiale grace a la relation 
suivante : 

(UG.g- 1 MSI) = (UG.g- 1 MS) . (100 - Pms)/100 

25 C) Resultats 

Les Tableaux 5 et 6 recapitulent les conditions operatoires et les 
resultats obtenus en reacteur agite sur son vapeur. 

Malgre l'aeration de la culture par un air sature en humidite, 
l'assechement du milieu est tel qu'il a ete necessaire a deux reprises de 
30 reajuster sa teneur en eau quand elle descendait en dessous de 50% comme 
indique sur le Tableau 5. 
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La temperature du milieu a pu etre maintenue a une valeur 
moyenne de 35°C grace a l'abaissement de l'air d'entree, mais surtout par 
une agitation intermittente. 

Dans ces conditions de culture, la croissance du champignon, dont on 
5 suit revolution par la mesure du pH, est maintenue pendant 60 h et 
permet d'atteindre une production de 1436 UG.g- 1 MS en 44 h et de 1990 
UG.g- 1 MS en 63 h. Ramenee a la MS initiate, la quantite de GA produite 
est respectivement de 1160 et 1540 UG.g- 1 MSI. Pour comparaison, nous 
avions obtenu dans le cadre de l'exemple 3 en 44 h de culture 1605 UG.g- 1 
10 MS equivalentes a 1067 UG.g- 1 MSI. Cette information est interessante 
car elle indique que la productivite de ces deux essais est identique, mais 
que les conditions experimentales de l'exemple 4 ont permis de prolonger la 
production d'enzymes meme avec 40 cm de hauteur de couche. 

Le traitement du son a la vapeur puis sa fermentation dans le 
15 reacteur INRA de 501 agite prolonge done la culture fongique et la 
production d'enzymes. 

Ramenee a la MS initiale, la quantite de GA produite est de 1540 
UG.g 1 MSI. 

Sur les memes echantillons, des dosages d'activites xylanases et 
20 proteases ont ete effectues. Les resultats obtenus sont tres satisfaisants 
avec un maximum, en moyenne, a 50 h de fermentation de 
350 UX.g- 1 MSI pour les xylanases ; 
400 UP.g- 1 MSI pour les proteases. 
Grace a l'enregistrement en continu de la masse, il a ete possible de 
25 calculer la perte de matiere seche au cours de la culture. Elle est d'environ 
23% au bout de 60 h de culture (a 2% pres compte tenu de la precision des 
pesees). 

EXEMPLE 5 : Utilisation des sons fermentes produits dans l'Exemple 4 
pour rhydrolvse de farines de ble 
30 Une serie de saccharifications avec les sons fermentes obtenus dans 

l'exemple 4 a ete menee sur des farines de ble prealablement soumises a un 
traitement de liquefaction enzymatique classique. La preparation de 
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glucoamylases AMG 300L® commercialisee par la Societe NOVO a servi de 
temoin. Ces essais ont ete realises avec une farine de ble conventionnelle 
type 45. Les conditions operatoires sont recapitulees dans le Tableau 7 
pour 750 g de mout. 



5 TABLEAU 7 



Produit 


AMG 
300L®(Novo) 


Son fermente 


Son fermente 
seche 


Reference 


AMG 300 L 


Ex. 4 


Ex. 4 


Presentation 


Liquide 


Son humide 


Son sec 


Mode 
conservation 


a+5°C 


a -20°C 


a T ambiante 


Farine 


Commerciale 
type 45 


Commerciale 
type 45 


Commerciale 
type 45 


Quantite utilisee 
fe) 


300 


300 


300 


Mat. Seche du 
milieu (%) 


35 


35 


35 


Cond. 
Liquefaction 


lh/88°C/pH 6,1 


lh/88°C/pH 6,2 


lh/88°C pH 6,2 


Enzyme 


125jil Termamyl. 
120L® 


125^1 Termamyl. 
120L® 


125^1 Termamyl. 
120L® 


Cond. Saccharif. 


44h/58°C/pH 4,6 


40h/58°C/pH 4,55 


44h/60°C/pH 4,52 


Qt. Equiv. a 
3500 UG 


205 ul 


4,3g 


2,lg 



Au cours de ces hydrolyses de farine de ble, nous avons preleve trois 
echantillons de milieu a chaque fois. Les resultats de concentrations en 
sucres reducteurs (S.R.) a differents moments de la saccharification 
10 presentes dans le Tableau 8 sont la moyenne de ces trois prelevements. Ces 
dosages, effectues selon la technique au DNS, ont ete realises sur les 
surnageants des prelevements centrifuges. On a egalement mesure la 
viscosite finale des produits saccharifies. 
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TABLEAU 8 



Mesures 


AMG 300L® 
(Novo) 


Son fermente 


Son fermente 
seche 


Cone. S.R. 
((initiate (g/1) 


180 9+4 6 


185 0+3 1 ~ 1 


171 5+4 5 


Cone. S.R. finale 
(g/1) 


327,5±18,5 


325,0±22,5 


348,3±19,1 


Viscosite (mPa.s) 


6,80 


2,82 


2,80 



Par ailleurs, on a constate un accroissement de la teneur en azote 
soluble des mouts apres saccharification du a Taction proteolytique du son 
5 fermente. 

Ces resultats indiquent que les sons fermentes produits dans 
l'Exemple 4 sont capables d'hydrolyser la farine de ble avec la meme 
efficacite qu'une preparation standard de GA, quel que soit leur mode de 
stockage. 

10 L'hydrolyse de la farine avec du son fermente entraine egalement 

une reduction notable de la viscosite comparee a une preparation 
enzymatique conventionnelle. 
Exemple 6 

Cet exemple illustre la possibilite de produire une quantite 
15 considerable de xylanases et peu de glucoamylases avec la souche 
d'Aspergillus niger. 

Cet essai a ete mis en oeuvre dans le fermeteur pilote Fujiwara avec 
du son BCE et une souche d'A. niger Ref. ATCC 201202 connue pour sa 
capacite a produire des xylanases. Le fonctionnement du fermenteur pilote 
20 est detaille dans l'Exemple 3. 20 kg de milieu a 55 % d'humidite, prepares 
comme dans l'exemple 2, sont mis en oeuvre dans cet exemple. Comme 
dans l'exemple 3, durant la fermentation, l'humidite du milieu a ete 
maintenue superieure a 50 % et la temperature du milieu regulee autour 
de 35°C. 



WO 00/43496 PCT/FROO/00163 

20 

Au final, la souche A. niger ATCC 201202 a produit, apres 37 heures 
dans ces conditions de fermentation, un son fermente ayant 727 UX/g MS 
et 162 UG/gMS. 

Exemple 7 : Interet de l'incorporation de son fermente selon 
5 l'invention dans un aliment avicole a base de ble destine a des poulets de 
chair. 

II est connu que les hemicellulases des farines de ble sont 
partiellement solubles dans l'eau et augmentent la viscosite du contenu 
intestinal, reduisant ainsi la liberation et l'absorption de nutriments. 

10 II a ete demontre que l'ajout d'hemicellulases engendre une 

degradation des hemicelluloses, permettant ainsi de reduire la viscosite du 
contenu intestinal et d'ameliorer la performance zootechnique d'animaux 
monogastriques tels que des poulets de chair, nourris avec des aliments 
dont la cereale unique est le ble. 

15 Une experimentation a ete menee sur 1 200 poulets de chair Ross 

pour montrer l'interet de l'utilisation du son fermente porteur d'activite 
hemicellulase (xylanase), en comparaison d'un aliment sans enzyme et d'un 
aliment contenant une source de xylanase standard, le produit Avizyme. 
Des aliments avec ou sans enzyme ont ete prepares de facon a nourrir 4 

20 lots de 300 poussins. Leur composition est detaillee dans le Tableau 9. Les 
aliments de croissance (AL CR) ont ete utilises pour les 21 premiers jours 
d'elevage puis ont ete remplaces par des aliments de finition (AL FI) 
pendant 18 jours. 

25 TABLEAU 9 



Aliment 


AL CR 


AL FI 


Humidite (%) 


10,6 


11,4 


Proteines (%) 


21,3 


19 ; 1 


Mat. Grasses (%) 


6,1 


6,4 
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L'aliment 1 n'a regu aucune enzyme. Les aliments 2 et 3 ont ete 
additionnes de 3 et 5 kg, respectivement, de son fermente par tonne 
d'aliment. L'aliment 4 a ete additionne de 0,6 kg d'Avizyme ® par tonne 
d'aliment. 

5 Les resultats de ce test au bout de 39 jours d'elevage sont resumes 

dans le Tableau 10. 



TABLEAU 10 



Aliment 


1 


2 


3 


4 


Son fermente selon linventdon (kg/tonne) a 




3,0 


5,0 




AVIZYME Finfeed (kg/tonne) b 








0,6 


Activite xylanase (UX/kg Aliment) 




1700 


2 840 


1620 


Indice consommation 39 jours c 


1,775 


1,748 


1,738 


1,745 


Reduction Indice Conso (% Alim. 1) d 




1,52 


2,08 


1,69 


Mortality (%) 


2,3 


2,0 


3,0 


2,3 



10 

a. ce son fermente presentait une activite glucoamylasique de 
1000 UG/g de matiere seche, une activite proteolytique de 125 UP/g 
de matiere seche et une activite xylanasique de 600 UX/g de matiere 
seche ; 

15 b. l'Avizyme ® est fourni par la societe Finfeed, Finlande; 

c. rapport poids d'ahment consomme/gain de poids ; 

d. c'est la reduction en % du poids d'aliment consomme par rapport au 
poids d'aliment 1 (sans enzyme) consomme. 

L'incorporation de son fermente a un aliment avicole (3 ou 5 
20 kg/tonne) a permis de reduire significativement l'indice de consommation. 
Dans les conditions de l'essai, l'utilisation d'une dose de son fermente 
superieure a 3 kg/tonne parait sans interet pratique. Les ameliorations 
observees sont comparables a celles obtenues avec le produit commercial de 
reference Avizyme (0,6 kg/tonne). L'utilisation du son fermente presente, 
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toutefois, l'avantage d'etre moins couteux que l'utilisation du produit 
enzymatique du commerce. 

II va de soi que les modes de realisation decrits ne sont que des 
exemples et Ton pourrait les modifier, notamment par substitution 
5 d'equivalents techniques, sans sortir pour cela du cadre de l'invention. 
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REVENDICATIONS 

1. Un produit multienzymatique presentant des activites 
glucoamylasique, proteolytique et xylanasique, caracterise en ce qu'il est 
constitue de son de ble fermente avec une souche ^Aspergillus niger, 

5 lesdites activites enzymatiques glucoamylasique, proteolytique et 
xylanasique etant presentes aux valeurs minimales suivantes : 

- glucoamylasique : au moins 100 UG par gramme de matiere seche 

- proteolytique : au moins 100 UP par gramme de matiere seche 

- xylanasique : au moins 100 UX par gramme de matiere seche, 

10 avec la condition que l'activite glucoamylasique soit d'au moins 750 UG par 
gramme de matiere seche et/ou l'activite xylanasique soit d'au moins 
300 UX par gramme de matiere seche. 

2. Produit selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il presente 
une activite glucoamylasique d'au moins 750 UG/g de matiere seche. 

15 3. Produit selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il presente 

une activite glucoamylasique d'au moins 1500 UG/g de matiere seche. 

4. Produit selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il presente 
une activite xylanasique d'au moins 300 UX par gramme de matiere seche. 

5. Produit selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il presente 
20 une activite xylanasique d'au moins 400 UX par gramme de matiere seche. 

6. Produit selon la revendication 1, caracterise en ce que la souche 
^Aspergillus niger est choisie parmi la souche NRRL 3112, la souche ATCC 
76061 et les souches obtenues a partir desdites souches par selection ou 
mutation. 

25 7. Produit selon la revendication 6, caracterise en ce que la souche 

^Aspergillus niger est la souche ATCC 76061. 

8. Un procede de production du produit multienzymatique defini a 
la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend les etapes consistant a 
(a) prendre du son de ble ; (b) a humidifier et traiter thermiquement ledit 

30 son de facon a le pasteuriser ou le steriliser ; (c) a inoculer le son de ble 
resultant par une souche ^Aspergillus niger ; (d) le son etant sous la forme 
d'une couche d'au moins 10 cm d'epaisseur, le faire fermenter a l'etat solide 
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dans vm reacteur aere et agite periodiquement pendant une periode de 1 a 
3 jours, a une temperature de 28-38°C, ledit son etant regie a une teneur 
en humidite initiate de 50 a 60% en poids sensiblement maintenue pendant 
la duree de la fermentation, dans des conditions d'aeration propres a eviter 
5 une accumulation de dioxyde de carbone nuisible a la fermentation dans le 
reacteur et une elevation de la temperature due a la fermentation au-dela 
de la gamme indiquee, jusqu'a ce que le produit de fermentation presente 
les valeurs minimales suivantes d'activites enzymatiques : 

- glucoamylasique : au moins 100 UG par gramme de matiere seche 
10 - proteolytique : au moins 100 UP par gramme de matiere seche 

- xylanasique : au moins 100 UX par gramme de matiere seche. 

avec la condition que l'activite glucoamylasique soit d'au moins 750 UG par 
gramme de matiere seche et/ou l'activite xylanasique soit d'au moins 
300 UX par gramme de matiere seche. 
15 9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que la souche 

^Aspergillus niger est choisie parmi la souche NRRL 3112, la souche ATCC 
76061 et les souches obtenues a partir desdites souches par selection ou 
mutation. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que la souche 
20 6! Aspergillus niger est la souche ATCC 76061. 

11. Procede selon Tune quelconque des revendications 8 a 10, 
caracterise en ce qu'on evite que le taux d'humidite du son ne tombe en 
dessous de 45% au cours de la fermentation. 

12. Procede selon Tune quelconque des revendications 8 a 11, 
25 caracterise en ce qu'il comporte l'etape supplementaire consistant a 

congeler ou a secher le produit obtenu dans l'etape (d). 

13. Utilisation d'un produit selon l'une quelconque des 
revendications 1-3 et 4-7 dans la production d'ethanol a partir du ble. 

14. Utilisation d'un produit selon l'une quelconque des 
30 revendications 1 et 4-7, comme additif a un aliment pour animaux 

monogastriques. 
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